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@ Verfahren zur hochparallelen Analyse von Polymorphismen 

® Beschrieben wird ein Verfahren zur hochparallelen 
Charakterisierung von Polymorphismen, insbesondere 
SNPs, das auch fur die gleichzeitige Oder separate Detek- 
tion von DNA-Methylierung eingesetzt werden kann. 
Zuerst bindet man einen Satz von Sonden, der mit minde- 
stens einer fur die jeweiltge Sonde charakteristischen 
nachweisbaren Markierung versehen ist, an eine edres- 
sierte Oberflache, wobei die erzeugte Bindung der Son- 
den an die Oberflache photochemisch, chemisch oder en- 
zymatisch wieder spaltbar ist. AnschlieBend hybridisiert 
man eine zu untersuchende Nukleinsaure an diese Son : 
den, verandert die Sonden in einer allelspezifischen enzy- 
matischen Reaktion und entfernt einen Teil der Sonden, 
der fur die Analyse der allelspezifischen Reaktion bedeu- 
tungslos ist. Zuletzt analysiert man die allelspezifischen 
Produkte anhand der nachweisbaren Markierungen und 
fuhrt eine Bestimmung der vorhandenen Allele in der ab~ 
gefragten Nukleinsaureprobe durch. 
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Beschreibung 

[0001 ] Die vorliegende Erfindung beschreibt ein Analyse- 
verfahren mil hohem Durchsatz zur paraUelen Charakieri- 
siemng von Polymorphismen, insbesondere SNPs. Gleich- 5 
zeiiig oder in einem separaien Experiment kann das Verfah- 
ren zur Analyse von DNA-Methylierung eingesetzt werden. 
[0002] Das Humangenomprojekt, die Erstsequenzierung 
des menschlichen Genoms, wird in den nachsten Jahren ab- 
geschlossen sein. Durcb dieses Projekt wird es moglich wer- 10 
den, alle dwa 100.000 Gene zu identifizieren. Die Sequenz- 
information offnet ungeahnte Moglichkeiten fur die Aufkla- 
rung der Genfunkuonen. Dies wiederum eroffnet die Mog- 
iichkeit, Pharmakogeneuk und Pharmakogenomik zu betrei- 
ben. Die Pharmakogenetik und Pharmakogenomik zieli auf 15 
den Einsalz von Medikamenien in Abhangigkeil eines Ge- 
noiypen. Dadurch soil die Effekuvitat von Medikamenten 
gesteigen werden. Der notwendige Zwischenschrili isi die 
Besuramung der Polymorphismen und Genotypen, die mil 
einem bestimmten Ansprechen assoziiert sind. Verlangt 20 
werden deshalb immer effizientere Genotypisierungsrnetho- 
den. 

[0003] Derzeit gibi es zwei Kaiegorien von polymorphen 
Markem, die zur Genotypisierung eingesetzt werden, Mi- 
krosatelliten und Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs). 25 
Mikrosatelbten sind hoch polymorph, d. h. sie haben eine 
Vielzahl von Allelen. Sie sind dadurch charakierisiert, dass 
ein repetitives Sequenzelement, mil einer unterschiedlichen 
Anzahl Wiederholungen fur unterschiedliche Allele, von 
konservienen Sequenzen flankiert isL Durchschnittlich gibt 30 
es einen Mikrosatellitenmarker pro 1 Million Basen. Eine 
Kane von 5.000 position ierten Mikrosaiellitenmarkern 
wurde von CEPH publizierl (Dil. C., el al. Nature, March 
14, 1994). Mikrosatelbten werden durch die Grossenbestim- 
mung von Produkten einer PGR mil Primem der konservier- 35 
ten, flankierenden Sequenz gcnotypisien. Die fluoreszent 
markierten PGR Produkte werden auf Gelen aufgetrennt. 
[0004] Es gibl vergleichsweisc wenige bcschriebene SNP 
Marker. Eine Kane mil 300.000 SNP Markem wird derzeit 
vom SNP Konsoruum enwickeli und wird Gffentlich zu- 40 
ganglich sein. 

[0005] Es gibi eine Handvoll Genotypisierungsmethoden 
fur SNPs. Einige basieren auf der Auftrennung von Produk- 
ten auf Gelen, wie der oligonucleotide ligase assay (OLA). 
Er eignet sich daher eher fur den mittleren Durchsatz. An- 45 
dere vertrauen auf reine Hybridisierung, die jedoch nicht die 
gleiche Stringenz hat. DNA Arrays (DNA chip) eignen sich 
fur die Analyse einer grossen Anzahl SNPs in einer be- 
schranklen Anzahl von Individuen. Bis jetzt sind Beispiele 
gezeigt worden, in denen 1.500 SNPs auf einem DNA Chip 50 
genoiypisiert wurden. Die wirkliche Starke von DNA Chips 
liegt in Ansatzen, wie der Resequenzierung und der Expres- 
sionsanalyse. Ansatze, welche Primerverlangerung an wen- 
den sind gezeigt worden. Diese haben den Vorteil, dass 
wenn mil fluoreszenzmarkierten Terminatorbasen gearbeitet 5S 
wird, die Resultate mil einem einfachen FT .ISA Lesegerat 
gesammelt werden konnen. 

[0006] Es gibt einige SNP Genotypisierungsmethoden, 
die Massenspektrometrie zur Analyse verwenden. Diese ha- 
ben den wesentlichen Vorteil, dass die allelspczifischen Pro- 60 
dukte eine physische Darstellung der Produkte sind und kein 
fluoreszierendes Signal, dass indirekt dem Produkt zugeord- 
net werden muss. 

[0007] Eine Meihode, die kUrzlich vorgestellt wurde, ist 
der Invader Assay und als Variante da von der Invader Squa- 65 
red (T. Griffin and L. M. Smith Proceedings of the ASMS 
1998). Fiir diese Methode werden mindestens zwei Oligo- 
nukleoiide verwendet, die einen bekannten SNP abdecken. 
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Ein Oligonukleoiid deckt die Sequenz von der 5'-Seitc bis 
unmittelbar zum SNP bin ab, so dass sich der SNP an das 3'- 
Ende dieses Oligonukleotids anschliesst. Meisiens werden 
zwei weitere Oligonukleoiide, von denen jeder ein Allel des 
Polymorphismus abdeckt und einen unterschiedliche 5'- 
Uberhang hat, an das System hybridisiert Eine strukturak- 
uve Endonuklease entfernt vom volistandig komplemen- 
taren Oligonukleoud den 5'-t)berhang. Der abgekappte 
Uberhang wird mitiels Massenspektrometrie analysiert und 
zur Identification des AUels verwendet. Ein Nachteil der ge- 
zeigten Methode ist, dass die Produkte vor der massenspek- 
trometrische Analyse griindlich gereinigt werden miissen. 
Fiir diese Aufreinigung werden magnetic beads verwendel, 
die nicht einfach in der Handhabung sind. Dies ist ein we- 
sentlicher Nachteil von vielen Genoiypisierungsmethoden, 
die Massenspektromeuie zur Analyse verwenden. 
[0008] Eine weitere Genoiypisicrungsmcthodc ist der Taq 
Man Assay. In diesem wird allelspeziflsch enzymatisch ein 
Fluorezenzloscher von einem fluoreszenzfarbstofftragenden 
Oligonukleoiid getrennt. 

[0009] Matrix-assisted laser desorption/ionization time- 
offlight Masscnspeklromeirie (MALDI) hat die Analylik 
von Biomolekiilen revoluiioniert (Karas, M. & Hillenkamp, 
F Anal. Chem. 60, 2299-2301 (1988)). MALDI ist in ver- 
schiedenen Varianten zur Analyse von DNA eingesetzt wor- 
den. Die Varianten reichen von primer extension bis Se- 
quenzierung (Liu, Y.-H., el al. Rapid Comrnun. Mass Spec- 
trom. 9, 735-743 (1995); Ch'ang, L.-Y, et al. Rapid Com- 
rnun. Mass Specirom. 9 f 772-774 (1995); Liide, D. P., et al, 
J. Mol. Med. 75, 745-750 (1997); Haff, L. & Smirnov, I. P. 
Genome Res. 7, 378-388 (1997), Fei, Z., Ono, T. & Smith, 
L. M. Nucleic Acids Res. 26, 2827-2828 (1998); Ross, R, 
Hall, L., Smirnov, I. & Haff, L. Nature Biotech. 16, 
1347-1351 (1998); Ross. P. L.. Lee, K. & Belgrader, P 
Anal. Chem. 69, 4197-4202 (1997); Griffin, T. J., Tang, W. 
& Smith, L. M. Nature Biote ch. 15. 1368-1372 (1997)). 
Der grosste Nachteil dieser Meihoden ist. dass alle eine 
grundliche Aufreinigung der Produkte vor der MALDI Ana- 
lyse bedingen. Spin column Aufreinigung odcr der Einsatz 
von magnetic bead technology oder re versed-phase Aufrei- 
nigung sind notwendig. 

[0010] Die Analyse von DNA im MALDI isi stark abhan- 
gig vom Ladungszustand des Produkies. Eine 100-fache 
Vcrbcsserung der Empfindlichkcit in der MALDI Analyse 
kann dadurch erzielt werden, dass der Ladungszustand auf 
dem zu analysierenden Produkt so konirolliert wird, dass 
nur eine einzige positive Oder negative Uberschussladung 
vorhanden ist. So modifiziene Produkte sind auch wesent- 
lich weniger anfallig auf die Ausbildung von Addukten 
(z. B. mit Na und K, Gut, I. G. and Beck, 5. (1995) Nucleic 
Acids Res., 23, 1367-1373; Guu I. G., Jeffery, W. A.. Pap- 
pin, D. J. C. and Beck, S. Rapid Comrnun. Mass Specirom., 
11, 43-50 (1997)). Ein SNP Genotypisierungs verfahren, 
welches von dicscn Bedingungcn Gcbrauch machl, mit dem 
Namen "GOOD Assay" wurde kurzlich vorgestellt (Sauer, 
S. et al., Nucleic Acids Research, Methods online, 2000, 28, 
el 3). Nachteil ist, dass das gesamte Verfahren einen be- 
schrankten Muldplexierungsgrad zulasst, und die Proben- 
vorbcreilung immer den Einsalz modcrnster und leurcr Pi- 
pettiertechnologie bcdingL 

[0011] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein 
Verfahren zur hochparallelen Genotypisierung von Poly- 
morphismen zur Vertugung zustellen. 
[0012] Die Aufgabe wird durch ein Verfahren zur hoch- 
parallelen Charakicrisierung von Polymorphismen gelosu 
wobei man die folgenden Schriue ausfuhn: 

a) man bindet einen Saiz von Sonden, der mil minde- 
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siens eincr fur die jeweiuge Sonde charakterisuschen 
nachweisbaren Markierung vcrsehcn ist, an eine adres- 
siene Oberfl&che, wobci die erzeugte Bindung der Son- 
den an die Oberflache photochcmisch, chemisch oder 
enzymalisch wieder spaltbar ist; 5 

b) man bybridisiert eine zu untersuchende Nuklein- 
saure an diese Sondcn; 

c) man veranden die Sonden in einer allelspezinschen 
enzymaaschen Reaklion; 

d) man entfemt einen Teil der Sonden, der fur die Ana- io 
lyse der alielspezifischen Reaklion bedeutungslos ist; 

e) man analysiert die alielespezifischen Produkte an- 
hand der nachweisbaren Markierungen und fUhn eine 
Bestimmung der vorhandenen Aiieie in der abgefrag- 
len Nukleinsaureprobe durch. IS 

[0013] ErfindungsgemaB bevorzugt ist ein Verfahren wo- 
bci die Adresse der Oberflache in Schritt a) die Position 
(Oligonukleoudarray), eine Faroe, eine Fluoreszenzmarkie- 
rung, eine isotopische Markierung, eine chemische Marfcie- 30 
rung oder eine radioaktive Markierung ist 
[0014] Weiterbin ist erfindungsgemaB bevorzugt, dass die 
Sonden Oligonukleotide, modifizierte Oligonukleotide, pep- 
tide nucleic acids (PNAs), Chimare dieser VerbindungskJas- 
sen oder andere Substanzen sind, die sequenzspezifisch mil 25 
DNA wechselwirken. 

[0015] Auch isi erfindungsgemaB bevorzugt dass man die 
Sonden iiber reversible Bindungssysteme an die Oberflache 
bindet ErfindungsgemaB bevorzugt ist auch, dass die zu un- 
tersuchende Nukleinsauren in Schriu b) genomische DNA, 30 
•klonierte DNA, cDNA. RNA, PCR Produkte oder Ligati- 
on sprodukie sind. 

[001 6] Bevorzugt ist femer. dass die Sonden in Abhangig- 
keit von der jeweiligen Sequenz des daran bybrisiexten Tera- 
plats mitteis einer Polymerase und Nukleotidbausteinen zu 35 
spezifischen Produkien, entsprechend Schriu c) umgesetzt 
werden. 

[0017] Besonders bevorzugt ist auch, dass man durch 
gteichzeitigen Einsaiz von Desoxy- und Didesoxynukleotid- 
bausteinen eine Sequenzierung durchfittin und nicht nur Po- 40 
lymorphismen detektiert 

[0018] Insbesondere ist erfindungsgemaB bevorzugt, dass 
man die Sonden in Abhangigkeit von der jeweiligen Se- 
quenz des daran hybrisierten Templats mitteis eincr Ligasc 
und einem phosphoryliertea Oligonukleotid zu spezifischen 45 
Produkten, entsprechend Schriu c) umsetzt 
[0019] Weiterhin ist erfindungsgemaB bevorzugt, dass 
man die Sonden in Abhangigkeit von der jeweiligen Se- 
quenz des daran hybridisierten Templats miuels eines Helfe- 
roligonukleotids und einer strokturaktiven Endonuklease al- 50 
lelspezifisch schneideu Weiterhin bevorzugt ist auch, dass 
man die alielspezifischen Produkte miuels Massenspektro- 
metrie analysiert 

[0020] Ganz besonders ist es erfindungsgemaB bevorzugt, 
dass Matrix-assisuerte Laser Desorptions/Ionisations Mas- 55 
senspektrometrie (MALDI) oder Elelarospray lonisations 
Massenspektrometrie zur Analyse verwendet wird. 
[0021] Dabei ist es bevorzugt, dass die alielspezifischen 
Produkte in einer Art vorliegen, die sich besonders gut zur 
mas sens pektrometrischen Analyse eignen. 60 
[0022] Weiterhin ist erfindungsgemaB bevorzugt, dass 
man die allelspezifiscben Produkte geraSss Schriu d) miuels 
einer enzymaiischen oder cheraiscben Methode verkOrzt 
Dabei ist besonders bevorzugt, dass die besonders gute Eig- 
nung zur massenspekcrometrischen Analyse dadurch zu- 65 
stande kommt dass die alielspezifischen Produkte neuo ein- 
fach positiv oder einfach negativ geladen sind. Weiterhin ist 
hierbei bevorzugt, dass eine chernische Reakuon zur Neu- 
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tralisierung vonLadungen eingesctzt wird, die ansonstcn zu 
einer neutralen oder mehxfach negativen Neitoladung des 
Produktes beitragen warden. Sorait ist auch bevorzugt dass 
man Pbosphatgruppen, Thiophosphatgruppen, oder Dithio- 
phosphatgruppen des ObgonukleotidrUckgrats durch eine 
selektive AlkyUerungsreakuon ladungsneutralisiert. Beson- 
ders ist auch erfindungsgemaB bevorzugt dass die einfache 
Ladung erfindungsgemaB dadurch zu stande kommt dass 
man eine chemische Funktion einbringt welche die Ladung 
uagt 

[0023] Bevorzugt ist insbesondere auch, dass die reversi- 
ble Btndungschemie durch einen induzienen Bruch die ein- 
fache Ladung zum Produkt beisteuert Dabei ist bevorzugt 
dass der induzierte Bindungsbruch chemisch oder photoche- 
miscb zustande kommt Weiterhin ist dabei bevorzugt, dass 
der induzierte Bindungsbruch wahrend cincs Dcsorpiions- 
prozesses des Analyse vorgangs staufindct 
[0024] ErfindungsgemaB ganz besonders bevorzugt ist es, 
dass man eine Matrix auf die Oberflache aufbringt welche 
die Desorption im MALDI Prozess unterstatzt Dabei ist 
wiederum bevorzugt dass der induziene Bindungsbruch 
durch die Matrix induziert wird. 

[0025] Bevorzugt ist erfindungsgemaB femer, dass auf ei- 
nem adressierten Analysepunkt der Oberflache eine Vielzahl 
von unterschiedlichen Sonden sind. Weiterhin ist bevorzugt 
dass allelspezifische Produkte der Sonden durch die allel- 
spezifische Reakuon nach Schritt c) nach Abspaltung von 
der Oberflache in der Analyse eine eindeutige Masse als 
nachweisbare Markierung ergeben. AuBerdem ist bevor- 
zugt dass allelspezifische Produkte der Sonden durch die al- 
lelspezifische Reaklion nach Schriu c) nach Abspaltung von 
der Oberflache in der Analyse ein eindeutiges Muster von 
Frag men tmassen als nachweisbare Markicrung ergeben. 
Insbesondere bevorzugt ist hierbei, dass die Massen aller 
Produkte oder Produktfragmente der alielspezifischen Reak- 
tionen einen eindeutigen ROckschluss auf die in der abge- 
fragten Nukleinsaure vorhandenen Allele zulassen. 
[0026] ErfindungsgemaB bevorzugt ist auch, dass be- 
kanntc Polymorphismcn in der zu untcrsuchenden DNA ge- 
notypisien werden. 

[0027] Weiterhin ist es erfindungsgemaB bevorzugt dass 
man unbekannte Polymorphismen in der zu untersuchenden 
DNA identifiziert. 

[0028] ErfindungsgemaB bevorzugt ist auch, dass man 
Cytosin-Methylierungen detektiert und visualisiert 
[0029] Ganz besonders ist es erfindungsgemaB bevorzugt 
dass man die chemische Behandlung der DNA mit einer Bi- 
sulfiUosung (Disulfit, Hydrogensulfit) durchfUhn. 
[0030] Bevorzugt ist auch, dass die Amplifikation miuels 
der Poiymerasereaktion (PCR) erfolgt. 
[0031] Weiterhin ist bevorzugt dass bekannle Methybe- 
rungsmuster in der zu analysierenden Probe nach der erfin- 
dungsgemaB vorbebandelten DNA untersucht werden. 
[0032] Das erfindungsgcmaBc Verfahren ubenriffi die Ef- 
fizienz bestehender Verfahren. in Bezug auf die Einfachheit 
der Handhabung, die Kosten, die Qualiuli und den Durch- 
satz, bei weitem. 

[0033] Die Erfindung beschreibt somil ein Verfahren zur 
hochparallelcn Charakterisierung von Polymorphismcn. 
[0034] Im erstcn Schriu des Verfahrens wird ein Satz von 
Sonden an eine adressierte Oberflache gebunden. 
[0035] Man seize als Sonden vorzugsweise Oligonukleo- 
tidc, modifiziene Oligonukleotidc, peptide nucleic acids 
(PNAs), Chimare dieser VerbindungskJassen oder andere 
Substanzen ein, die sequenzspezifisch nut DNA wechsel- 
wirken. 

[0036] Die jeweilige Sonde ist mit einer charakteristi- 
schen nachweisbaren Markierung versehen. Besonders be- 
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vorzugt ist diese Markicrung die Masse eines Fragments der 
Sonde. 

[0037] In einer bevorzugten Van ante des Verfahrens tst 
die Adrcssienmg der Oberflache die Position (Oligonukleo- 
udarray), eine Faroe, eine Fluoreszenzmarkierung, eine iso- * 
lopiscbe Markicrung, eine chemische Markierung oder eine 
radioaktive Maddening. 

[0038] Die erzeugie Bindung der Sonden an die Oberfla- 
che ist photochemisch, chemiscb oder enzymatisch wieder 
spaltbar. to 
[0039] In einer besonders bevorzugten Variants des Ver- 
fahrens sind die Sonden iiber reversible Bindungssysteme 
an die Oberflache gebunden. 

[0040] Im zweiten Verfahrensschritt hybridisien man die 
zu untersucbende Nukleinsaure, die vorzugsweise aus ge- 15 
nomiscber DNA, kloniener DNA, vorbehandelter DNA, 
cDNA, RNA, PGR Produkten oder Ligauonsprodukten be- 
stent, an die besagten Sonden. 

[0041] Bevorzugt wird die DNA zuvor mit einer Bisulfit- 
Idsung (Disulfit, Hydrogensulfit) behandelL 20 
[0042] Im driaen Verfahrensschritt veranden man die 
Sonden in einer allelspezifischen enzymalischen Reakiion. 
[0043] In einer bevorzugten Van ante des Verfahrens wer- 
den die Sonden in Abbangigkeit von der jeweiligen Sequenz 
des daran hybridisierten Tempi at s mine Is einer Polymerase 25 
und Nukleoudbausteinen zu spezifischen Produkten umge- 
setzt, 

[0044] In einer wiederum bevorzugten Variante des Ver- 
fahrens werden die Sonden in Abhangigkeit von der jeweili- 
gen Sequenz des daran hybridisierten Templats mittels einer 30 
Ligase und einem phospboryUerten Ougonukieotid zu spe- 
zifischen Produkten umgesetzt. 

[0045] AnschlieBcnd werden die Sonden bevorzugt in Ab- 
hangigkeit von der jeweiligen Sequenz des daran hybridi- 
sierten Templats mit einem Helferoligonukleotid und einer 35 
stmkturaktiven En don ukJ case ailclspczifisch geschnilten. 
[0046] In einer besonders bevorzugten Variante des Ver- 
fahrens lassen sich dabei Meihyiierungsmuster in der zu 
analysierenden vorbehandelten DNA untersuchen. 
[0047] In einer weiteren bevorzugten Variante des Verfah- <o 
rens werden SNPs in der zu analysierenden vorbehandelten 
DNA untersucbt 

[0048] Auf einem adressierten Analysepunkt der Oberfla- 
che befinden sich vorzugsweise eine Vielzahl von unter- 
schiedlichen Sonden. 45 
[0049] Im vierten Verfahrensschritt entfemt man einen 
Teil der Sonden, der fur die Analyse der allelspezifischen 
Reakiion bedeuiungslos ist 

[0050] Die allelspezifischen Produkte werden dabei vor- 
zugsweise mit einer enzymalischen oder chemischen Me- 50 
thode verkiirzt. 

(0051] Im fun ft en Verfahrensschritt analysiert man die al- 
lelspezifischen Produkte anhand der nachweisbaren Markie- 
rungen und fuhrt die Beslimmung der vorhandencn Allele in 
der abgefragten Nukleinsaureprobe dutch. 55 
[0052] In einer bevorzugten Variante des Verfahrens wer- 
den die allelspezifischen Produkte mittels Massenspektro- 
metrie analysiert. 

[0053] Die allelspezifischen Produkte liegen vorzugs- 
weise in einer Art vor, die sich besonders gut zur masse n- €0 
spektrometrischen Analyse eignet 
[0054] Bevorzugt kommt die besonders gute Eignung zur 
massenspekuomeirischen Analyse dadurch zustande, dass 
die allelspezifischen Produkte netto einfach positiv oder ein- 
fach negativ geladeo sind. 65 
[0055] In einer bevorzugten Variante des Verfahrens wird 
eine chemische Reakiion zur Neutralisierung von Ladungen 
eingesetzt, die ansonsien zu einer neutraien oder mehrfach 
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negativen Nettoladung des Produktcs beitragen wurde. 
[0056] In einer wiederum bevorzugten Variante des Ver- 
fahrens werden Phosphatgruppen, Hsiophosphaigruppen 
oder Dithiophosphatgruppen des Otigonukleou'druckgrats 
durch eine selektive Alkylierungsreakuon ladungsneutrali- 
sierL 

[0057] In einer bevorzugten Variante des Verfahrens 
kommt die einfache Ladung dadurch zustande, dass eine 
chemische Funktion eingebracht wird, die die Ladung tragi. 
[0058] Die reversible Bindungschemie steuert vorzugs- 
weise die einfache Ladung durch einen induzierten Bruch 
zum Produkt bei. 

[0059] In einer bevorzugten Variante des Verfahrens 
kommt der induzierte Bindungsbrucb chemise h oder photo- 
chemisch zustande. 

[0060] In einer weiteren bevorzugten Variante findct der 
induzierte Bindungsbruch wahrend des Dcsorpuonsprozcs- 
ses des Anaiysen vorgangs stau. 

[0061] Eine Matrix wird bevorzugt auf die Oberflache 
aufgebracbt, die die Desorption im MALDI Prozess unter- 
StUtZt. 

[0062] In einer weiteren bevorzugten Variante wird der in- 
duzierte Bindungsbruch durch die Matrix induziert. 
[0063] In einer besonders bevorzugten Variante des Ver- 
fahrens werden Matrix-assistiene Laser Desorpuons/Ionisa- 
tions Massenspektroraetrie (MALDI) oder Elektronenspray 
lonisations Massenspektrometrie zur Analyse verwendet 
[0064] In einer bevorzugten Variante des Verfahrens erge- 
ben die Verlangerungsprodukte der Sonden durch die aliel- 
spezifische Reakiion nach Abspaltung von der Oberflache in 
der Analyse eine eindeutige Masse als nachweisbare Mar- 
kierung. Bekannte Polymorphismen lassen sich damn vor- 
zugsweise in der zu untcrsuchenden DNA idenlifiziercn. 
[0065] In einer wiederum bevorzugten Variante des Ver- 
fahrens ergeben die Verlangerungsprodukte der Sonden 
durch die allelspezifische Reakiion nach Abspaltung von der 
Oberflache in der Analyse ein eindeutiges Muster von Frag- 
menimassen als nachweisbare Markicrung. Unbekannlc Po- 
lymorphismen lassen sich damit vorzugsweise in der zu un- 
tersuchenden DNA idenufizieren. 

[0066] Die Mas sen aller Produkte der Reakuonen lassen 
einen eindeuugen RUckschluss auf die in der abgefragten 
Nukleinsaure vorhandenen Allele zu. 
[0067] Das Verfahrcn wird abschlicBcnd durch die Abbil- 
dungen erlautert. 

[0068] Anhand der Figuren wird die Hrfindung nSher er- 
lauteru 

[0069] £s zeigen: 

[0070] Fig. la und lb eine Veranschaulichung der Verfah- 

rensschritie an einem Beispiel und 

[0071] Fig. 2 ein mogliche Immobilisierung der Sonden 

an der Oberflache urafassend einen photolabilen Linker. 

[0072] In den Fig. la und lb werden fotgende Schriue 

dargcstellt: 

1. Zuerst wird eine Sonde an die adressierte Oberfla- 
che gebunden. 

2. Dann hybridisien man die zu untersucbende Nukle- 
insaure an die Sonde. 

3. Darauf vcrlangert man die Sonden in einer allelspe- 
zifischen Reakiion. 

4. Die zu untersuchende Nukleinsaure wird entfemt. 

5. Nachfolgend entfemt man einen Teil der Sonden, 
der fur die allelspezifische Reakiion bedeuiungslos ist 

6. AbschlieScnd analysiert man den verblcibcndcn 
Teil der verlangerten Sonden. Bevorzugt wird zur Ana- 
lyse ein Mas sens penetrometer verwendet, das die ver- 
langerten Sonden anhand ihrer Massen identifizien und 
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das gleichzeitig die Ablosung von dcr Oberflache cr- 
moglicht (z. B. pbotolytiscbe Reaktion in einem Laser- 
Desorpuons-Massenspektrometer). 

[0073] Fig. 2 stellt die eine mogliche Verkniiptung der 5 
Primer mil der Oberflache dan Das abgebildele Nukleotid 1st 
Teil des Primers, weicber der Obersichtlichkeit halber nichi 
dargestelit ist 

PatentansprQche 10 

1. Verfahren zur bochparaileleo Charakterisierung von 
Polymorphismen, wobei man die folgenden Schriue 
ausfUhru 

a) man bindet einen Satz von Sonden, der mil 15 
mindesiens einer fur die jeweilige Sonde charak- 
icrisiischen nachweisbaren Markierung versehen 
isi, an eine adressiene Oberflache, wobei die er- 
zeugte Bindung der Sonden an die Oberflache 
photochemisch, chemiscb oder enzymatisch wie- 20 
der spaltbar ist; 

b) man hybridisiert eine zu umersuchende Nukle- 
insaure an diese Sonden; 

c) man verandert die Sonden in einer allelspezifi- 
schen enzymatischen Reaktion; IS 

d) man entfemt einen Teil der Sonden, der fiir die 
Analyse der allelspezifischen Reaktion bedeu- 
tungslos ist; 

e) man anal ysien die allelespezifischen Produkte 
anhand der nachweisbaren Markierungen und 30 
ftihn eine Bestimmung der vorhandenen Allele in 
der abgefragten Nukleinsaureprobe durch. 

2. Verfahren zur hochparallclcn Charakterisierung von 
Polymorpbismen nach Anspxuch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Adresse der Oberflache in Schriu a) 35 
die Position (OUgonukleoudarray), eine Farbe, eine 
Fluoreszenzmarkierung, eine isotopische Markierung, 
eine chemische Markierung oder eine radioaktive Mar- 
kierung ist. 

3. Verfahren zur hochparallelen Charakterisierung von 40 
Polymorpbismen nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Sonden Oligonukleotide, modifi- 
ziene Oligonukleotide, peptide nucleic acids (PNAs), 
Chimare dieser Vcrbindungsklassen oder andere Sub- 
stanzen sind, die sequenzspezifisch mil DNA wecbsel- 45 
wirken. 

4. Verfahren zur hochparallelen Charakterisierung von 
Polymorphs men nach einem der voranstehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, dass man die Sonden 
iiber reversible Bindungssysteme an die Oberflache 50 
bindet 

5. Verfahren zur hochparallelen Charakterisierung von 
Polymorphismen nach Anspruch I, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die zu umersuchende Nukleinsauren in 
Schriu b) genomische DNA, klonierte DNA, cDNA, ss 
RNA, PCR Produkte oder Ligaxionsprodukte sind. 

6. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspru- 
che dadurch gekennzeichnet, dass die Sonden in Ab- 
hangigkeil von der jeweiligen Sequenz des daran hy- 
brisienen Templats mi lie Is einer Polymerase und Nu- 60 
kleotidbausteinen zu spezifischen Produklen, entspre- 
chend Anspruch lc) umgesetzt werden. 

7. Verfahren zur hochparallelen Charakterisierung von 
Polymorphismen nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass man durch gleichzeiiigen Einsatz von 65 
Desoxy- und Didesoxynukleotidbausteinen eine Se- 
quenzierung durchftihrt und nicht nur Polymorphismen 
detektien. 
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8. Verfahren zur hochparallelen Charakterisierung von 
Polymorphismen nach einem der Anspruche 1 bis 5. 
dadurch gekennzeichnet, dass man die Sonden in Ab- 
hangigkeit von der jeweiligen Sequenz des daran hy- 
brisienen Templats miuels einer Ligase und einem 
phospborylierten Oligonukleotid zu spezifischen Pro- 
dukten, emsprecbend Anspruch lc) umsetzt. 

9. Verfahren zur hochparallelen Charakterisierung von 
Polymorphismen nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet. dass man die Sonden in Ab- 
hangigkeit von der jeweiligen Sequenz des daran hy- 
bridisierten Templats miuels eines Helferoligonukleo- 
uds und einer strukturakUven Endonuklease allelspezi- 
fisch schneidet. 

10. Verfahren zur hochparallelen Charakterisierung 
von Polymorphismen nach einem der Anspruche 1 bis 
9, dadurch gekennzeichnet, dass man die allelspezifi- 
schen Produkte mittels Massenspektrometrie anaiy- 
siert. 

11. Verfahren zur hochparallelen Charakterisierung 
von Polymorphismen nach Anspruch 10, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass Mairix-assisiicnc Laser Dcsorpti* 
ons/Ionisations Massenspektrometrie (MALDI) oder 
Elekiro spray Ionisations 'Massenspektrometrie zur 
Analyse verwendet wird. 

12. Verfahren zur hochparallelen Charakterisierung 
von Polymorphismen nach Anspruch II, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die allelspezifischen Produkte in ei- 
ner Art vorliegen, die sich besonders gut zur masse n- 
spektrometrischen Analyse eignen. 

13. Verfahren zur hochparallelen Charakterisierung 
von Polymorphismen nach einem der voranstehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass man die al- 
lelspezifischen Produkte gemass Anspruch Id) miuels 
einer enzymatischen oder chemischen Methode ver- 
kurzL 

14. Verfahren zur hochparallelen Charakterisierung 
von Polymorphismen nach Anspruch 12, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die besonders gute Eignung zur 
massenspektromeuischen Analyse dadurch zustande 
kommu dass die allelspezifischen Produkte netto em- 
fach positi v oder einfach negativ geladen sind. 

15. Verfahren zur hochparallelen Charakterisierung 
von Polymorphismen nach Anspruch 14 dadurch ge- 
kennzeichnet, dass eine chemische Reaktion zur Neu- 
tralisierung von Ladungen eingesetzt wind, die an son- 
sten zu einer neutralen oder mehrfach negativen Netto- 
ladung des Produktes beitragen wiirden. 

16. Verfahren zur hochparallelen Charakterisierung 
von Polymorphismen nach Anspruch 15, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass man Phosphatgruppen, Thiophos- 
phaigruppen, oder Dithiophosphatgruppen des Oligo- 
oukleotidrUckgrats durch eine selektive ALkylierungs- 
reaklion ladungsneutraJisicrL 

17. Verfahren zur hochparallelen Charakterisierung 
von Polymorphismen nach einem der Anspruche 14 bis 
16. dadurch gekennzeichnet, dass die einfache Ladung 
von Anspruch 13 dadurch zustande kommt, dass man 
eine chemische Funktion cinbringl, wclchc die Ladung 
tragt. 

18. Verfahren zur hochparallelen Charakterisierung 
von Polymorphismen nach den Anspriichen 1 bis 16. 
dadurch gekennzeichnet, dass die reversible Dindung- 
schemie von Anspruch 4 durch einen induzierten 
Bruch die einfache Ladung zum Produkt aus Anspruch 
13 beisteuerL 

19. Verfahren zur hochparallelen Charakterisierung 
von Polymorphismen nach Anspruch 18 dadurch ge- 
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kennzeichnet, class der induzierte Bindungsbruch che- 
miscb oder phoiochcmisch zustande kommt. 

20. Verfahren zur hochparallelen Charakterisierung 
von Poiymorphismen nach Anspruch 18, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass der induzierte Bindungsbruch wSh- 5 
rend eines Desorpuonsprozesses des Analysevorgangs 
stattfindet. 

21. Verfahren zur hocbparallelen Charakiehsierung 
von Poiymorphismen nach den AnsprQchen 10 bis 20 
dadurch gekennzeichnet, dass man eine Matrix auf die 10 
Oberfiache aufbringu welche die Desorplion im 
MALDI Prozess unicrstiitzt 

22. Verfahren zur hocbparallelen Charakiehsierung 
von Poiymorphismen nach Anspruch 21, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass der induzierte Bindungsbruch durch 15 
die Mairix induziert wird. 

23. Verfahren zur hochparallelen Charakterisierung 
von Poiymorphismen nach den AnsprQchen I bis 22, 
dadurch gekennzeichnet, dass auf einem adressienen 
Analysepunkt der Oberfiache eine Vielzahl von untcr- 20 
schiedlichen Sonden sind. 

24. Verfahren zur hochparallelen Charakterisierung 
von Poiymorphismen nach Anspruch 23, dadurch ge« 
kennzeichnet, dass allelspezifische Produkie der Son* 
den durch die allelspezifische Reakuon nach Anspruch 25 
1c) nach Abspaltung von der Oberfiache in der Analyse 
eine eindeutige Masse als nachweisbare Markierung 
ergeben. 

25. Verfahren zur hochparallelen Charakterisierung 
von Poiymorphismen nach Anspruch 23, dadurch ge- 30 
kennzeichnet, dass allelspezifische Produkte der Son- 
den durch die allelspezifische Reakuon nach Anspruch 
1c) nach Abspaltung von der Oberfiache in der Analyse 
ein eindeutiges Muster von Fragmenimassen als nach- 
weisbare Markierung ergeben. 35 

26. Verfahren zur hochparallelen Charakterisierung 
von Poiymorphismen nach mindestens einem der An- 
spruche 23 bis 25, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Massen aller Produkte oder Produktfragmente der al- 
lelspezifischen Reaktionen einen eindeuugen RQck- 40 
schluss auf die in der abgefragten Nukieinsaure vor- 
handenen Allele zulassen. 

27. Verfahren zur hochparallelen Charakterisierung 
von Poiymorphismen nach einem der voranstehenden 
Ansprilche, dadurch gekennzeichnet, dass bekannte 45 
Poiymorphismen in der zu untersuchenden DNA geno- 
typtsiert werden. 

28. Verfahren zur hochparallelen Charakterisierung 
von Poiymorphismen nach einem der Ansprilche 1 bis 
26, dadurch gekennzeichnet, dass man unbekannte Po SO 
lymorphismen in der zu untersuchenden DNA idenufi- 
ziert. 

29. Verfahren zur hochparallelen Charakterisierung 
von Poiymorphismen nach einem der voranstehenden 
Ansprilche, dadurch gekennzeichnet, dass man Cyto- ss 
sin-Methyberungen deiekuert und visualisierL 

30. Verfahren zur hochparallelen Charakterisierung 
von Poiymorphismen nach einem der voranstehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass man die che- 
mische Behandlung der DNA mit einer Bisulfitlosung 60 
(Disulfit, Hydrogensulfit) durchfiihrt. 

31. Verfahren zur hochparallelen Charakterisierung 
von Poiymorphismen nach einem der voranstehenden 
Ansprilche, dadurch gekennzeichnet, dass die Amplifi- 
kauon raiuels der Polymerasereaktion (PCR) erfolgt. 65 

32. Verfahren zur hochparallelen Charakterisierung 
von Poiymorphismen nach Anspruch 26 dadurch ge- 
kennzeichnet, dass bekannte Methylierungsmuster in 



der zu analysiercnden Probe nach der in Anspruch 30 
vorbehandelten DNA untersucht werden. 
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